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数務総綴
高分子ナノ薄膜を用いた細胞表面の
制御に基づく細胞積層技術
松崎典弥，パニニーチャーパユーン，西日昭広，明石満
材料と細胞の相互作用，もしくは，細胞と細砲の相互作用を制御することは，生体材料の研
究だけでなく医療機器開発においても重要である。我々は，細胞表面に直接高分子ナノ薄膜を
形成することで，細胞一細胞間の接着を制御し，細胞を自在に積層化できる細胞積層1去を考案し
た。本手法により，様々なヒト細胞で構成される三次元のヒト生体組織モデ、ルを構築し，生体
外での薬剤応答評価への応用を検討した。さらに，本手法を改良した細胞集積法により，厚さ
100 11m以上の組織を 113で作製できるだけでなく，毛細血管やりンパ管に類似の脈管構造を有
する組織モデ、/レの構築が可能で、あった。これらの手法で得られるヒト生体組織モデ、/レは，動物
実験の代替法として薬剤評価，化粧品・化成品評価などへの応用が期待される。
キーワード:細胞接着性，交互積層法，ナノ薄膜，細胞積層法，細胞集積法，生体組織モデノレ
1 はじめに
基材表面の性質を理解し，細胞の接着・非接着性，
タンパク質の吸着・非吸着性，血液適合性を制御する
ことは，生体材料や人工臓器，診断材料の開発におい
て重要であり，現在でも大きな諜題の一つで、ある。最
近では，基材表面の硬さ・柔らかさが細胞の接着性だ
けでなく移動性や幹細胞の分化誘導にも大きく影響を
与えることが報告されており，表面の化学的性質だけ
でなく物理的性質の重要性が明らかにされつつある。
このように，材料一細胞関の相互作用を理解することは，
細胞のパターニングだけでなく埋埴材料や組織工学の
足場材料の表面設計にも大変重要である。さらに，材
料一細胞聞の相互作用だけでなく，細胞一細抱関の相互
作用を制御できれば，細胞機能の高発現や細胞の三次
元組織化が可能となり，生体組織に類似の三次元構造
と機能を併せ持つ生体組織モデ、ルの構築が期待される。
本稿では，材料表面への細胞接着，また，細胞表面
への材料形成(ナノ薄膜形成)において重要となる要
因を概説し，さらに，紬胞一紐胞聞の相互作用を応用し
た細胞の三次充組織化(積層化)について著者らの研
究を中心にまとめた。既にいくつかの書籍が材料と細
胞の基本的な相互作用を解説しているため 1.2) 詳細
はそちらを参照されたい。
2 材料表面への細臨接着
材料表面への細胞接著において重要となるのが細
胞接着性タンパク震である。細胞は材料表面に直接接
着することはなく，材料表面に吸着した接着性タンパ
ク質との相互作用により材料表面へ接着する。図 1は，
材料表面への細胞接着と増殖のイメージを示した。ま
ず，培養液中の接着性タンパク質が材料表面に吸着し，
そのタンパク質に細胞が接触する。その後，細胞はタ
ンパク賞と相互作用をして，接着・伸展・増殖のプロ
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図 1 生体材料表面への細胞接着のイメージ
セスに入る。細胞接着性タンパク質として重要なのが
フィブロネクチン (FN)やラミニン，コラーゲンなど
のタンパク質である。FNはアルギニングリシンーア
スパラギン (RGD)のアミノ酸配列部位を有しており，
このサイトを通して細胞膜タンパク質であるα5s1イ
ンテグリンと相互作用することが知られている 3)。
従って，細胞接着性および非接着性の表面を設計する
ためには， FNなどの細胞接着性タンパク質の吸着特
性を制御することが重要である。例えば，中西らは，
光刺激に応答して解離する官能基を材料表面に設計し，
細胞非接着性の牛血清アノレブ、ミン (BSA) をコーティ
ングした表面を作製した4)。光を照射した場所でのみ
BSAが除去され， FNを添加するとその部分において
FN が選択的に吸着する。これにより，細胞の微細な
パターニングを実現した。
材料表面の親水性や疎水性，電荷は，細胞接着と密
接に関係していることが知られている。有馬らは，異
なる末端官能基を有するアルカンチオーノレを用いて調
製した自己組織化単分子膜表面への細胞接着を経時的
に評価した 5)。疎水性のメチノレ (CH3) 基表面では細
胞の接近は見られるが接着はほとんど起こらないのに
対して，正電荷を有するアミノ (NH/)基や負電荷を
有するカルボキシル (COO←)基表面では 30分後には
多くの細胞が接着する様子が観察されている。一方，
親水性で、電荷を有してない OH基表面では，疎7.K'性と
電荷表面の中間の挙動をとることが明らかにされてお
り，この官能基の違いと細胞接着の関係には，やはり
FNなどの細胞接着性タンパク質の吸着が関与して
いる 1)。
材料の基本的性質を変えずに細胞接着性を付与す
る手法として，表面改質は大変有効である。これまで，
Langmuir-Blodgett (LB)法やアノレカンチオールの単分
子膜作製などが用いられてきたが，特殊な装置が必要
であることや基板が限定的であるなどの課題があった。
近年，簡便かっ精密な表面改質法として交互積層法
(LbL法)が注目されている。交互積層法は，相互作用
を有する 2種類の溶液に基板を交互に浸せきするだけ
で薄膜を調製できる手法であり，ナノレベノレで、の膜厚
制御が可能である(図 2(a))6)。また，基板の形態に限
定されないため，パノレク材料やフィルム，粒子，カー
ボンナノチューブなど，様々な材料表面に適用できる。
これまで，高分子電解質 LbL薄膜の膜厚，電荷，構造
に対する細胞接着性7，8) 増殖性9) 分化誘導 10，11)と
の関係が報告されている。簡単にまとめると，正電荷
および負電荷を有する最外層において高い細胞接着性
や増殖性が観察され， 前述のアルカンチオールの結果
と相関している。しかし，例えば正電荷の NH3+基を
有する高分子を細胞培養液に添加すると，負電荷の細
胞膜に非特異的に吸着・凝集して細胞膜を破壊し，高
い細胞毒性が発現することも知られている 12)。つまり，
材料表面への細胞接着性に関するこれまでの議論にお
いては，材料細胞接着性タンパク質の相互作用が評価
されており，材料細胞聞の相互作用は直接的に評価さ
れていないことに注意が必要である。
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3 細胞表面に形成したナノ薄膜の影響
著者らは，細胞と材料の相互作用を直接的に評価す
るため，基板表面に接着した細胞膜表面に直接交互積
層ナノ薄膜を形成し，生存率や形態，増殖，炎症惹起
への影響を評価した 13，14)。これまで，赤血球や血小板，
酵母菌や細菌の表面への交互積層薄膜の形成が報告さ
れており 15-17) 著者らも線維芽細胞表面における，
細胞接着性タンパク質である FNとゼラチンの薄膜
(FN-G薄膜)形成を報告している 18)。そこで，溶液で
は毒性を発現しない濃度で細胞表面に交互積層ナノ薄
膜を形成した。その結果，高分子電解質の薄膜では膜
厚の増加に伴って細胞毒性が発現し，細胞の伸展や増
殖は観察されなかった。また，炎症性タンパク質であ
るインターロイキン 6(IL-6)の産生量が増加するこ
とも確認された。一方， FNとの特異的相互作用があ
るFN-G薄膜やFN-DS薄膜 (FNー デキストラン硫酸薄
膜)の場合，良好な伸展形態と高い増殖性が観察され，
細胞毒性は全く無く ，IL-6の産生量に変化はなかった。
これらの原因は，高分子の電荷に起因すると考えられ
る。高分子電解質薄膜の場合，正電荷の高分子が薄膜
(a) 
.-. 
カチオン性 +アニオン性
高分子 高分子
ー 宇ー司L +伊コ
D 
+ 
総説
形成により濃縮されることで細胞膜と強く相互作用し，
細胞毒性が発現したと考えられる。一方，FN-Gや
FN-DS薄膜の場合，双方とも中性緩衝液中で負電荷を
有しているため細胞毒性は全く発現しなかったと推察
される。これらは，“正電荷を有する表面が細胞接着性
に優れている"とし、う材料表面への細胞接着とは異な
る結果である。薄膜表面への細胞接着と細胞表面への
薄膜形成のまとめを図 2(b)に示した。細胞表面にナノ
薄膜を形成すると，細胞膜は薄膜と直接接触するため
正電荷の影響を強く受けるが，薄膜への細胞接着の場
合はタンパク質を介した接着であるため直接的に正電
荷と接触することはなく ，細胞へのダメージは発現し
ないと考えられる。従って，同じ交互積層薄膜で、あっ
ても，細胞の上か下か，直接接触か間接接触かで細胞
への影響は大きく異なるため，生体材料を設計する上
で細胞との接触を考慮することは重要である。
4 細胞積層法
細胞表面へナノ薄膜を形成する手法は，醇臓移植に
おける免疫隔離膜形成 19)や標的部位への細胞移植 20)
などへの応用が期待されている。著者らは，細胞表面
交互積層
?? ??
、~
細胞表面への交互積層薄膜の形成メカニズム
2毒盤
薄膜は細胞の表面へ直接形成される
カチオン性高分子が細胞膜と
相互作用し毒性を発現する
交E積層薄膜への細胞接着メカニズ‘ム
?インテグリン
接着性タン
パク質 ー+
薄J莫四+
細胞は接着性タンパク質を介して
薄膜へ接着する
4長盤
薄膜は細胞と接触しない
図2 交互積層法
(a)，プロセスのイメージ (b)，細胞表面および下部の薄膜と細胞の関係
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へ FN-G薄膜を形成することで細胞細胞聞の相E作
用を制御し，生体外で三次元組織の構築を可能とする
「細胞積層法Jを考案した。
生体組織は，種々の細胞と細胞接着性タンパク質の
細胞外マトリックス (ECM)で構成される三次元複合
構造体である。細胞と細胞の聞に存在するコラーゲン
やFN，ラミニンなどのECM成分が細胞膜のインテグ
リンと結合することで細胞接着や遊走，増殖を誘導す
る。従って，細胞を用いて三次元的な構造体を形成す
るためには ECM成分が必要不可欠である。通常の細
胞培養法では，過密になると発現する接触阻害機能に
より自発的な三次元構造形成が起こらず，二次元の単
層構造しか得ることができない。これまで，細胞シー
トを重ねる手法 21)などによる細胞の重層化が報告さ
れているが，操作が煩雑であった。著者らは，単層の
細胞表面十 ECM成分のナノ薄膜を形成し，次層の細
胞の接着足場を提供することで，細胞の三次元構造体
を形成できるのではないかと考えた。つまり，細胞積
層法とは細胞の表面に ECMの“ナノレベルののりづ
け"をつくることで細胞を l層ずつ積み上げる手法で、
ある(図3)18)。本手法は， ECMの成分や膜厚を制御し
ながら細胞を一層ずつ積層で、きるため，望みの細胞と
ECM成分を望みの場所に配置した三次元構造を容易
に作製できる，新しい細胞の三次元形成法である。
FN-G薄膜の膜厚を検討した結果，少なくともおよ
そ 6nmの薄膜を細胞表面に形成するだけで 2層目の
細胞が接着できることを見出した。FNは細胞表面の
α5s1インテグリンやコラーゲン，ゼラチンとの相互
作用ドメインを有しているため，わずか 6nmという
膜厚でも細胞接着足場として機能したと考えられる。
一方，薄膜を形成しない場合や 6nm以下の場合，積
層構造を得ることができなかった。本細胞積層法に
よって，線維芽細胞や筋芽細胞，血管平滑筋細胞，心
筋細胞など，種々の細胞をその層数を制御して積層で
きた(図4)。得られた積層組織は，ピンセットを用い
て容易に基板から剥離回収することができた。これは，
FN-G薄膜を介して各層の細胞がお互い十分に接着 ・
組織化して積層構造を安定に保っているため，移植材
として有用であることを示唆している。
5 積層組織の安定性および機能評価
積層組織がいつまで安定に構造を維持できるか明
らかにするため，初代細胞である正常ヒ ト皮膚由来線
維芽細胞 (NHDF)と株化細胞であるマウス L929線維
芽細胞を用いて 1，3，5層の構造を作製し，最大4週間
培養した22)。興味深いことに， NHDFの積層構造は4
週間後においても層数および細胞数がほぼ一定に保た
れていたが， L929細胞の場合，培養時間に伴い構造が
不均一に隆起し，細胞数も無秩序に増加する結果と
なった。これは，初代細胞と株化細胞の性質の違いに
起因すると考えられる。初代細胞の場合，お互いが接
触すると接触阻害により増殖が停止するが，株化細胞
の多くはこの機能が失われており，がん細胞と同様に
際限なく増殖する。この性質の違いにより，構造安定
性が全く異なる結果を示したと推察される。従って，
積層組織を作製する場合は初代細胞を用いることが重
要である。
また， 三次元の積層構造と二次元の単層構造が細胞
機能に与える影響を評価した23，24)。通常，ヒト臓帯静
脈血管内皮細胞(HUVEC)は，血管内皮増殖培地(EGM)
などの専用培地を用いなければ安定に培養することが
できない。しかし， 4層の NHDF構造の上に HUVEC
を積層して培養することで， 一般的なダルベッコ改変
イーグツレ培地 (DMEM)でも安定に培養できることを
見出した。この効果は単層のNHDFでは全く確認され
なかった。さらに， IL-6の産生量を比較すると， 4層
守 :フィブロネクチン(FN)
、。:ゼラチン(G)
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図3 細胞積層法のイメージ
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図4 細胞積層法の実施例
(心，マウス C2C12筋芽細胞 (Myo)の 1，3， 7層構造のへマトキシリン ・エオシン(トIE)染色組織切片写真，
(b)，ラット初代心筋細胞 (CMyo)の5層構造のトIE染色写真 (C)，4層のマウス L929線維芽細胞組織をピ
ンセットで基板から剥肉1.している様子
F 
のNHDF構造の上で培養することで，単層や通常の培
養容器と比較して産生量が半分以下に低下することが
明らかとなった(図5)。また，スト レスを受けた時に
産生される ヒートショ ックタンパク質 (HSP) の産生
量を比較すると，驚くべきことに4層構造では通常の
培養容器の1/10に減少することが確認された。通常の
培養容器はプラスチックであり ，生体内には存在しな
い物質であるため，炎症を惹起していたと考えられる。
一方，積層構造では， ECM成分である FN-G薄膜と細
胞のみで構成される生体類似の微小環境を細胞に提示
するため，細胞にとって居心地の良い三次元環境であ
ると考えている。
細胞積層法で、血管壁の構造モデ、/レを構築し， 生体外
での薬剤応答評価への応用を検討した。血管壁は，数
層~数十層の血管平滑筋細胞層である中膜と 1層の
血管内皮細胞層である内膜から構成される。 血圧の低
下は，血管内皮細胞が産出した一酸化窒素 (NO)分子
を受け取るこ とで周囲の平滑筋細胞が弛緩し，血管が
拡張して起こる。そのため，動脈硬化や高血圧薬の開
発には，NO 分子の産生と拡散を評価することが重要
である。これまでは，動物実験でしかこのような薬剤
応答試験を行うことができなかったが，動物とヒトの
応答性の違いなどの課題があった。
そこで，ヒ ト動脈血管平滑筋細胞 (AoSMC) の4層
構造とヒ ト動脈血管内皮細胞 (HAEC) の l層構造か
らなるヒ ト動脈壁モデノレを構築し，ホノレモン剤に応答
した HAECからの NO分子の産生と AoSMC層への拡
散を定量的に評価した。別途， NO分子に応答して蛍
光を発するセンサー粒子25)を調製して本動脈壁モデ
ノレの各層へ配置した。NO誘導ホノレモン剤であるプラ
ジキニンを所定濃度添加し，センサー粒子の蛍光強度
の変化を共焦点レーザー顕微鏡で経時的に三次元観察
血管壁モデルの構築および薬剤刺激応答評価6 
鍾選
島鍾唾盗
?
?
?
?????
?
?
???
『?
?
? ? ?
、
? ? ? ? ? ? ? ?
」 ?
?? ? ?
? ? 」 ?
0.6 
0.2 
O 
Vol.86 科学と工業-14-
1L-HUV正CI
4L-NHDF 
図5 積層構造が IL-6産生量に与える影響
細胞 l個が産生する全タンパク質量に対する IL-6産生量の割合
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三次元のヒト組織モデル
することで，動物実験と同等の NO分子の拡散距離を
求めることに初めて成功した26)。動物実験に代わる新
しい生体外での薬剤応答評価方法と して期待される。
7 細胞集積法による血管網を有する積層組織の
短期構築
以上のように，細胞積層法は望みの細胞種を望みの
場所に一層ずつ積層することができる簡便かっ画期的
手法であるが，各層の細胞が安定に接着するまで待つ
必要があり，一日 2層の作製が限度で、あった。より短
期間で積層構造を構築できれば，幅広い応用展開が期
待される。そこで，単一細胞表面に FN-Gナノ薄膜を
形成することで，短期間で積層構造が構築できる細胞
集積法を考案した(図6(a))。各細胞が FN-G薄膜を介
して三次元的に相互作用することで，一度に多層構造
が構築できると期待される。
多孔質膜を介して下部から培地を供給できるセル
カノレチャーインサートを用いて実験を行った。 FN-G
薄膜を形成したNHDFをセノレカルチャーインサートに
播種し，24時間培養後に組織切片を観察すると，およ
そ8属の積層構造が確認された。一方，薄膜を形成し
ない場合は空隙や凝集が観察され，均一な構造は得ら
れなかった。これは， FN-G薄膜が三次元的な細胞接
着に機能したことを示している。また，培地の量を最
適化することで，最大 20層，厚さ 100pm以上の組織
をわずか 1日の培養で得られることを見出した(図
6(b))。しかし，組織厚が 100'"'"'200pmを超す場合，内
部への栄養透過性が低下するため内部細胞がネクロー
(a) 
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シスを起こすと予想される。そこで，組織内部への毛
細血管網の構築を試みた。4層の NHDF層を形成後，
最上層に 1層の HUVEC層を形成し，その上に4層の
NHDF層を形成して HUVECをサンドイツチ培養する
と，毛細血管網に類似の HUVECのチューブネット
ワークが全体かっ均一に形成することを見出した(図
7) 27)。ネットワークが占める面積は 50'"'"'60%であり，
チューブ間距離は 50'"'"'150μmであった。これは，生体
内の毛細血管の割合に非常に近い値である。また， リ
ンパ管内皮細胞を同様にサンドイツチ培養することで，
リンパ管網類似のネットワークが形成されることも見
出しており，さらに，両者を共存されることで，毛細
血管およびリンパ管網を有する三次元積層構造が構築
できることを世界で初めて見出した。本技術を用いる
ことで，脈管構造を再現したヒト三次元組織モデ、ルの
構築が期待される。
8 まとめ
本稿では，材料表面への細胞接着において重要な要
因について説明し，また，細胞表面に直接材料を形成
する場合とは異なることを概説した。また，細胞表面
へのナノ薄膜形成を応用 し， 生体外での三次元組織構
築を目的とした著者らの細胞積層法・細胞集積法につ
いて紹介した。最近では，細胞間接着の機構を模倣し
た表面設計による脹性幹 (ES)細胞の制御も報告され
ており 28) 材料一細胞聞の相互作用を理解して応用す
ることは再生医療において大変重要である。
(平成 24年 6月 21日受理)
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図6 細胞集積法
(a)，プロセスのイメージ (b)，細胞集積法により構築したNHDF積層組織の HE染色組織切片写真
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(a) 
4L-1L-4L 
A-xz B-xz C-xz 
r 図7 サンドイツチ培養
(a)，4層のNHDFでl層のHUVECをサンドイツチ培養したイメージ (b)，一週間培養後のCLSMによる三次元観察写真 (HUVECを抗CD31抗
体にて赤に染色し，核を青に染色した際の A-Cの箇所の x-z平面観察写真); (c)，サンドイツチ培養にて一週間培養後のセルカルチャーイン
サート全体の蛍光観察写真 (NトIDFをセルトラッカーグリ一ンにて緑に染色し， トIUVECを抗CD31抗体にて赤に染色したもの)
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